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論 文.内 容 要 旨
大陸の中央部,山岳地帯に生活する人 々や動物に発症する甲状腺腫は風土病として昔から
知5オ㍗尋 の地帯 に住む人 々lr恐れ られていた・ 甲状腺におけるヨー ドの囎 り醐 らかに
な るにつれて,こ の風土病 の主な原因は ヨー ドの摂取不足 によ る甲状腺 ホルモ ンの澗渇 症で
あ ることがわか った。
しか しなが ら正常な量 の ヨー ドを摂取 してい るにもかかわ らず なお 甲状腺腫の発症を見 る
地帯 もあ って・調査研究 がすすめ られた結果,あ る種の食品す なわ ちキ ャベ ツ,タ マネギ,
菜種,ピ ーナ ッツ・ そ して大豆等 々に甲状腺の肥大を促進 させ る物質 が含 まれて いることが
明 らかに された。 これ らの食 品の肥大物質 のあるものは化学的 に同定 され,化 学構造のわ
か った もの も多い。
大豆 についてはMcOarrisOnによ って始 めて甲状腺肥大 因子 を もつ ことが明 らかにされて
以来・ 多 くの研 究者によ って物 質の分離精 製が試み られたが,そ の低 い抗甲状 腺活性 と,肥
大物質 にかかわる測定法 の不備 な どによ って活性物質 の単離 は長い間進 展をみなか った。
大 豆はす ぐれた蛋白源 と して近年 世界 的にみて もっとも重要 な食糧 資源の一 つ と して認識
され るよ うにな り,今 後 ます ます利用 され るため にも,す べての栄養学的特質を知 る必要 が
あると考 え る。 乙 の様 な観点か ら,大 重の持づ欠点の一 つ とされ る甲状腺肥大作用お よび
この研 究の過 程で生 じた大豆摂取 による悪性 甲状腺腫の発生の現象を 明 らか に し,そ の検討
を通 じて大豆のす ぐれた特 質を充分 にひき出す ことを念頭 におきなが ら本研究 を行 った。
序 章 大 豆 の 甲 状 腺 肥 大 作 用 の 観 察 と そ の 因 子 の 分 画
大豆をcu士d(水抽 出,CaC12凝固),whey(非凝 固),residue(残渣,繊 維 多含 区分)
に分 画 した ものを飼料 と しシ ロネズ ミを飼育 した ところ,Table1に示すよ うにcurd群 が
有意 の差で肥大 し,residue群は弱い なが ら肥大の傾向があ り,whey、にはほ とん どその よ
うな効果 がみ られ なか った 。Curd群 は原料であ る大豆群 とほぼ同 じ位の肥大を示 して い
ることか ら,肥 大因子 の殆 ん どはcurd画 分 に移行 しているもの と推測 され る。 天然 に含
まれてい る ヨー ド量は各群 の飼料の 間に全 く違 いが見 られ なか った。
つ ぎに・以 上の各群 に ヨー ドを添加 したばあいの効果を観察 した。Table2に 示す よ う
に;対 照 群の 甲状腺重量 は10μ2/1002飼 料 の ヨー ドの添加 です でに正常値 を示 し,whey
群は20μ牙の添 加で正常値 を示 したが,curd群 とresidue群は原料 大豆群 と同様 に これ ら
9)添加 量では完全 には正常 にな らなか った。 これ らの群 の甲状腺重量が正常値 を示すため
には普通食のばあいの ヨー ド必要 量の2～3倍 の ヨー ドを要す ることが示唆 された。
組 織学 的観察 の結果,肥 大が進 む と,小 胞が細分化 されて増殖 し・結合組織や血管が増加
し,明 らか に過形成の像 を示 した 。 この傾向 はcurd群,原 料大豆群で甚 しく,こ れ にヨ
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一 ドを20μ9添加 した群でも完全な正常像を示 さないなど肉眼による観察を うらづけた。
第 一 章 甲 状 腺 機 能 の 測 定 に 関 す る 基 礎 的 検 討
その1.低 ヨ.一ド基礎飼料(Remingtondiet)の改良 に関す る研究
本 実験 をは じめた初期 においては低 ヨー ド基 本飼料 と してRemingtondietを用い た
が,肥 大作用をみ るのに 日時 を要 す ることか ら,こ のBioassayをもっと短期間 に行 え る
よ うな低 ヨー ド基礎飼料 を得 よ うとい う目的で この検討 が行 われ た。Remingtondlet
は グル テ ンを蛋 白源 として使用 し,塩 混合の組成 もか たよ っているため生育 が悪 く,そ の結
果 ヨー ド要求量 も低下す るpJ能性 があ るので,こ の欠点を補 うために蛋 白源の グル テ ンに不
足す るア ミノ酸を添加 し,さ らに塩 混合を一般 的 に用 い られ ているHarperの組成 に変えた。
Table3に改良 したRemingtondietの組成を示 した。 この飼料 でシ ロネズ ミを飼育
し」1週 閥毎 に5週 目まで経時 的に屠 殺 して体重,甲 状腺重量等を測定 した。
原報の ままめ 組成で飼育す るよ りも成 長は良好で,カ ゼ イ ンを蛋 白源 とす るも・の とほ ゴ変
らず,し か も甲状腺 の重量 は ヨー ドの欠乏を確 実 に反映 し有意 に肥大 した。 ヨー ドを20
μ9添 加す ると,甲 状 腺重量 はいずれの週で も正常値を維持 した。
対照群の飼料 と して,あ るいは分画物を加え る基礎飼料 と して満足 すべ き結果を得 たので,
以後の実験 には主 と してこの改良 型のRemingtondietを基礎飼料 と して用 いた。
その2.甲 状腺機能測定法、 とくに甲状腺重量,1311-uptake,MIT/DIT比の測定
に関す る基礎 的検 討
今後 の実験を進 めてい く上で測 定法の基礎的知見を うることが必須 と考 え,プ ロピルウ ラ
シル等抗 甲状腺物質:を肥 大物質 のモデル と して用い て一連の実験 を行 った。
その結果,本 研 究のよ うなばあい には,ヨ ー ド欠乏飼料で対象群,実 験群 を一定期間 飼育
し,甲 状腺貢量 を比較す ることが プ リミテ ィブではあ るが確実 な方法 であることを示唆 した。
また1311-uptakeは臨 床的には6時 間値 とか24時間値 とか特定 の時間の測定値 で比較 さ
れ るが,本 研 究のよ うに対照群,実 験 群 ともに動物全体 と してホルモ ン不 足であ るばあいに
特定時 間のuptakeは測定値 のば らつ きも大 き く解釈上 問題が多い。 そ こでuptakeの
8
経 時的測定 を行 ってその変動を検討 した。
Figure・1,に示すよ うに,uptakeは時間の経過 と共 にゆ るやかに上昇 し,後 下降する 。
ピークに達す る時間』は ヨー ドの欠乏 が進む につ れて早 くな り,ピ ー ク値 その もの も高 くな る
傾向を示 した 。 そ して抗 甲状腺剤を添加 した群 では さらに早い変化を示 した。 この結果
は,特 定騙 の 。p,。k,値の比較,,けで機能昂進低下の判断を下す。とは現象の噺 に誤
りを もた らすお それのあ ることを示唆 した。
一115一
さ らに甲状腺 内の1311一ヨー ドア ミノ酸を測定 した 。 ヨー ドの欠 乏がすすむ と甲状腺 が
肥大 し,そ れ にほ ゴ比例 して甲状 腺内のプ レホルモ ンのモ ノヨー ドチ ロシ ン(MIT)と ヂ
ヨー ドチ ロシ ン(DIT)の 比が変化 す ることを確 あた。 肥大がすすむ とその比が大 きく
なる傾 向を示す こ とか ら,MIT/DITの 比の測定 は肥 大物質検索 の手段 の一 つ として有効
で あると考 える。
第 二 章 大 豆 中 に 含 ま れ る 抗 甲 状 腺 物 質 の 分 画 と そ の 同 定 に 関 す る 実 験
序章 の実験結果 よ り,大 豆中の甲状腺肥大物質 はcurd画分 に濃縮 され ることが確 かめ ら
れ た。curdは 蛋 白質 に富む画分 なので,こ の因子 が蛋白質 であ る可能性 を考え,蛋 白質
分解酵素 を加 えて分解 した飼料 で シロネズ ミを飼育 した。 しか し,TabIe4に示すよ うに,
分解物 に も分解以 前と同等 の肥 大作用があ って肥 大物質 は蛋 白質 あ るいはペプチ ドであ る可
能性を否定 した。 この結果 か ら肥大物質 は蛋白質に抱合 されて沈 降 した蛋白質以外の物質
であろ うと推定 した。
そこで次 に,脱 脂大 豆の非蛋 白性物質 の分離 抽出を 目的 として メタノールで処理 し,抽 出
物等 を加 えた飼料 で シロネズ ミを飼育 した ところ メタノール抽 出物 は有意の差で シロネズ ミ
の甲状腺 を肥 大 させ る ことを認めたので,さ らに メタノール抽 出物 を アセ トンで処理 し,そ
の分 画物 を加 えた飼料 で シロネ ズ ミを飼育 した ところ,肥 大物質は メタノール抽 出物か らア
セ トン可溶 画分 に濃縮 され ることが確かめ られた。 この結果はTab正e5に 示 した 。
このほかエ ーテル,25%ア ル コール,一 ブ タノール等 によ る分画を行 い,各 種試薬 によ
る定性 試験 および分画物 での飼育実験 の結 果か ら肥大物質は比較的低分子量の物質の配糖体
であると推定 され るにいた った 。
さらに分 画を進めた結果,肥 大物質の ひとつ と して大豆 サポニ ンが考 え られた ので,大 豆
か らこの画分 をFig・2の 方法 に した がって抽 出分離 し,同 定 した。 これ と中間生成物
のエ ーテル画分を基礎飼料 に加え てシロネズ ミを飼育 した ところ,Table6に示す よ うに,
大豆サ ポニ ン画分,エ ーテル画分(Tableにはunkownとして示 した)と もに甲状腺は有
意の差で肥大 した 。 すなわ ち,大 豆中 に含 まれ る甲状腺肥大物質 のひとつ は大豆 サポニ ン
であ ることが明 らか にされ た。
ついで,エ ーテ ル画分 にも同等の肥大 がみ られたので,こ れを検討 した結果,フ ラボノイ
ド画分 と推定 され た。 そこで この画分を さ らにFig・3に示す よ うにセ ファデ ックスLH
20を用 いて分画 し精製 したところ,こ の画分の主要成分は,ダ イジ ン,ゲ ニスチ ン等大豆 に
含 まれ るイソフ ラボノイ ドである ことを確認 し同定 した。 これ らを加 えた飼料 で シロネズ
ミを飼育 したところ,Table7に 示す よ うに,イ ソフラノイ ドにも弱 いなが ら甲状 腺肥大活
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性 が認め られた 。
以上か ら,大 豆サ ポニ ンおよびイ ソフラボ ノイ ドは,い ずれ も大豆 に含 まれ る甲状 腺肥大
物質 のひ とつで あることが明 らかに された。
第 三 章 低 ヨ ー ド条 件 下 大 豆 食 に よ る 悪 性 甲 状 腺 腫 発 生 に 関 す る
実 験 的 研 究
これ まで,シ ロネズ ミを大豆分 画物 を加えた低 ヨー 隙 司料で1～2ケ 月間飼育 し,甲 状腺
肥大物質の検索 をす すめて きた。 この過程で供試 シロネズ ミの甲状腺 は肉眼的 に甚 しく充
血 し,1鯛重状 を呈 した。 光学 顕微鏡によ る組織像 もそれを うらづ け,し か もこの組織 は過
形成状態 を示 した。 そ こで,こ の状態をひ き起す条件での飼育を長期間持続 した場合 に甲
状腺は ど うなるか,こ れ を観察 し,検 討す るための実験を行 った。
低 ヨー ド条件 下脱 脂大豆食で シロネズ ミを12ケ月か ら18ケ月飼育す る と,す べ ての シロネ
ズ ミの 甲状腺 は1002体 重あた り100観ジか ら400舵9と著 しく肥大 した。 甲状腺 の組織像
は殆 んど悪性化 の像 を示 し,そ の うちの何匹かの悪性 甲状 腺腫瘍 は肺 に転移 した。 同時 に
飼 育 した改良型RemingtOndiet食対照群の シ ロネズ ミの甲状腺 も著 しく肥 大 したが,甲
状腺 に悪性化 の像 はみ られなか った 。 食餌条件 によ って実験的 に悪性 甲状腺腫 を発生 させ
た例 はこれが始y)てであ る。
人 豆中に発癌性物質 が含 まれてい る可能性 も考え られたの で,大 豆 か ら抽 出 した若干 の成
分 につ いて,サ ルモネ ラ菌変 異株TA100,TA98に よる変異原性 スク リーニ ングテ ス ト
を行 った結果,Tables8と9に 示すよ うに,肥 大物質で ある大豆 サポニ ン,イ ソフラボ ノ
イ ドに弱 い変異 原性 のあ ることが認め られた。
変異 原性物質 のすべてが発癌性 物質で あるとは いえないが,脱 脂大豆群 の方 が低 ヨー ド条
件 だけよ りも悪性 化のお こ りやすい ことか らみ ると,こ の変異原性 が何 らかの意味 を もって
いると考え られる し,ま た比較的大量の大豆を食:べる ことによ って腸 内細菌 叢が変化 して変
異 原性物質 が腸 内に誘導 され ることも考 え られ,こ れ らの点 については今後検 討の必要 があ
ると考 え る。
終 章 総 括 的 考 察
大豆中 に含 まれてい るサ ポニ ン,イ ソフ ラボノイ ド類 が シロネズ ミの甲状 腺を肥 大 させ る
一因子で あることを明 らか に した。 す でにわか ってい る十字科植 物等 と同様 に大豆 もまた
ヨー ドの摂取量o～少い地区では地方性 甲状腺腫 の発症 の要 因にな ってい ることが推察 される。
な お大豆 による悪性 甲状 腺腫の発症 は,ヨ ー ドの欠 乏 とい う条件 下で始めてお こることが
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明 らか にされた が,発 癌 とい うことに対 し組織 が過形成状態 におかれ ている とい うことがき
わめて重要 な要因であ ることを示 したといえよ う。 い うまで もな く栄養条件 がこの様な組
織 の過増 殖を もた らした もので あ り,栄 養状態 が発癌 にと って大 きな条件 にな っていること
を示 唆 してい る。
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Table1.Effectofvariousfractionsofsoybean
onthethyroidweightandljlluptake.
Groups Final
bodywt.
Thyroidmg/
100gbodywt.
ユ311
for
uptake
24hrs
30%gluten
40%soybean
40%curd
7%residue+gluten
5%whey+gluten
30%gluten+iodine
supplement
22}g
198
214
216
198
206
10.7丈
26.4土
26.9土
16.9ｱ
9.5土
6.7士
0.7
4,7骨畳
2.9骨曇
2.9曇
0.9
0.9
67
48
40
39
52
30
Eachvalueisthemean
誉pく0 .05;砦 栂p〈0.01
ｱSEofsixanimals.
Tablt2.t;ffeetofiodinesupplementsindiets.
Uroups 工odinesupplement
ｵg/100gdiet
Thyroidmg/
100gbodywt.
3(PbKLuten
40'/soybean
4(7/curd
7%re5三due+9皇ut`・n
5`Cwhey+Rluten
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
」
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
10,7土
8.4土
6.5ｱ
6.7丈
26.4土
12.7土
9.4土
s.v
26,9土
10.)ｱ
8.6土
9.3土
16.9ｱ
9.3土
8.3±
9.3士
9.5土
9,1土
8。3よ
72+
?
?
【?
ー
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
「
?
?
?
?
?
EaChVi馳1u電.・lsth`・川II龍nよSEufsixani【nals.
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Table3.Compositionoflowiodinebasaldiet.
Wheatgluten
Yotatostarch
Soybeanoil
i)S
altmixture
z)Vi
taminmixture
(wa七ersolub工e)
Vitaminmixture
(fatsoluble)
31A
minoacidmixture
30g/100gdiet
61.1
z
4
i
i
o.y
1)
z)
3)
Harper'ssaltmixture
(excludingiodide)
Harper'svitaminmixture
L-lysineO.5g,DL-methyonineD.3g,
L-tryptophanO.lg
Table4. EffectoYhydrolysateofsoybeancurdon
thethyroidweight,MIT/DITratio.
Groups Finel
bndywt.
Thyroidmg/MIT/DIT*x
aooaboayac.sago
G五utenl319
Soybeancurd161
Digestedsoycurd169
21.9士
27,7士
28.8ｱ
1.7
2。9皆
3.3砦
1.y
2.7
2.6
EachvalueisthemeanｱSEof
i31畳誉 図IT
,1-monoiodotyrosine;
楯pく0 .05
sixanimals.
DIT,1311-diiodotyrosine
Table5. Effectしf&cetonesolublefractionof
methanolextractionofsoybeanonthe
thyroidweightandMIT/DITratio.
Grout's
Final
bodywt.
Thyroid皿g/
100gbodyxt.
鋼IT/DI↑
ratio
filuten
10%methanolextract
2%ace.亀onesoluble
8yxcetoncinsoluble
i189
116
105
109
16.2丈
29.0士
25.2土
17,7丈
2.2
2.0膏
2.0砦
J..3
1.9
3.1
3.0
2.5
Enct_,s/ue
普Pく0 .02
isthemeanｱSEofsixanimals.
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Table 6.Gffectofsaponinandunknown
soybeannnthethyroidweight
ratio.
fractionof
andMIT/DIT
Groupe
b'inal
noaywc.
Thyroidmg
LOOgbodywt.
MIT/DIT
ratio
Gluten
O.5%saponin
O.Sgunknown
fraction
fracton
lyZg
lり7
193
25.1土2,1
}4.0土0.7骨
34.6二 」3.Q碍
2.2
2.6
3.4
Eachvalue
畳PくO ,05
isthemeantSEofsixanimals.
Table7. Effectofgenistinanddaidzinon
weightandMIT/D工Tratio.
thethyroid
Groups
r'inal
bodyat.
Thyroidmg/
1008bodywt.
MIT/DエT
ratio
Gluten
O.08%daidzin
O.08%genistin
17yg
ly2
zii
U.7土
16.8土
1H.7f
1.5
1.6擬
L9畳
2.2
1.7
3.1
Eachvalueisthemean土SEoI'slx
卦P〈0 ,05
animals,
Table8. Mutagenicityofsoybeansaponin,
plumsaponin,YTUandMMI.
Compounds
Soysaponin*
Soysaponin
Control
Plumsaponin*
Plumsayonin
PTU
ruai
Control
pg/P1・t・
zoo
270
400
400
zoo
zoo
His+colonies/plate
TA100TA98
S-9匝x
十 一 十 一
1821046327
8313U4522
1131592422
112784828
99983017
89106JS22
92842419
1021051725
*glucasidasetreatment
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Tableq. Mutagenicityofsoybeanfractions,
quercetinand3,4-benzpyrene(BP).
Compounds
P-2
Y-4
P-4誉
Control
Y-5
P-5管
Contro1
P-6
P-6畳
Quercetin
BY
Control
避9/P1・t・
300
zoo
200
200
200
200
zoo
ioo
6
His+colonies(glate
TA100TA98
S-9Mix
?
???
112
148
y6
124
285
120
27y
291
1096
460
105
90
izz
119
9y
123
130
127
149
167
370
ioa
?
?
?
り0
29
zi
20
81
za
35
43
1228
iaz
25
15
30
14
14
io
14
16
24
28
?4b
21
"Klucosidxset.reatment
?
?
?
?
?
?
?
?
uo
風fter1贈oek
x～卜 x
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
。?
?
?
?
?
?
?
?
LID
剛
24
AftI即2騨66k8
e
㊨0
50
い
040
茎30
20
電o
???
?
? 鰍er3鰍sPTU＼
雪234568101224
Hoursafter1311injectiai
Fig.1.Hourlychangasof131iuptakeinperccentat
differenttimeintervalsafterbeginningof
alo厨 蕃od毛nθd～θtロithor衡ithoutPTU.
一122一
Soybeanmethanolextract300g
dissolvedinwater1.5L
addedwithether1 .OL
addedwithconc.HCI90ml
vigorouslystirred
setasidefor3-4days
atroomtemperature
Aqueouslayer
Fiq. z.
FluffylayerEtherlayer
(unknovnJ
centrifuged7000rpm
Precipitate
washedvith5%:cold
200ml
washedwithacetone
driedinvacua
Powder(crudesaponin)9
10g
皿ethano1
H
Purifiぐationofs〔 》ybeansaPoninfrom
methanolextractofsoybean .
?
?
?
?
?
?
?
1.5
1.0
0.5
0.1
.
P-1
i auti㎝301糟t
CoLu蘭5ize:33
0D.280騰
.
,
P-5
.
P-1
P-2
P-3
P-6
印
▲ 巳 `
20 紛 so 圃 100 la〕140
fractionnuber
Fi拷・ 3, Theolutiu
ofde丘'iLt.t吐 ・
P龍tいrn・f'met}1an。h覧xtract5
s〔}}.b桝匹n【〕nS醍・i,h凪dひxLH-20
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審 査 結 果 の 要 旨
大豆に甲状腺肥 大作用のあることはすでに知 られていたが,そ の活性物質が何であるかは,こ れ ま
でほとん ど不明の ままであ った。本研 究はこれを明 らかにす る目的では じめ られた ものであ り,ま た,
さらに この研究の過程で,低 ヨー ド条件 で大量の大豆を摂取 した ラットに悪性甲状腺腫 の発生す るこ
とが観察 された ことよ り,そ の発生の機序 に関 しても検討を行 った もので ある。
著者はまず,大 豆中の甲状腺肥大作用 の検索に必要 な基礎餌料その他の実験方法を改 良したのち,
大豆に含 まれ る有効物質 の分画と同定に関する実験をすすめた。水抽出では肥大因子は カー ド画分 に
もっとも濃縮 され るが,蛋 白質分解酵 素によって も失活 しないことか ら,こ の物質が蛋 白質あるいは
ペプチ ドであ る可能性を否定 した。そ こで ,さらに種々の分画法を試み,結 局,大 豆サボニ ンがその
一成分であることをつ きとめた 。さらに,ダ イジン,ゲ ニスチ ンな どイソフラボノイ ドも甲状腺肥大
因子 であることをた しかめた 。大豆中 にこれ らの物質が存在する ことはす でに報告 されていたが,こ
れ ら物質 が甲状腺肥大作用を もつ ことを示 したのは,本 研究がは じめてである。
次 に,著 者は本研究の過 程で低 ヨー ド条件 下,脱 脂大豆 食で長期飼育 した ラ ットに肺転移を伴 う悪
性甲状腺腫が,し ばしぼ観察されることか ら,そ の発生機序についての検討を行 った。すなわ ち,大
豆か ら抽出 した成分 についてAm"sの サルモネラ変異菌 を用いる変異原性テ ス トを試みた ところ,
肥大作用を もつサポ ニンお よびイ ソフラボノイ ドに弱い変異原性 のあることが明らかに された。 なお,
著者 は,悪 性 甲状腺腫 の発生は充分な ヨー ドのあるときは防がれ ることか ら,甲 状腺組 織細胞が ヨー
ド欠乏下 でhyperplasiaの状態に あっては じめて変異原性物質などが作用 して発癌 す る可能 性を推
定 してい るカ㍉ 今后の検討課題 と して残 された。
以上の ように,本 研究は,大 豆の甲状 腺肥大因子が大豆サポ ニンお よび ダイジン,ゲ ニスチ ンなど
のイ ソフラボノイ ドであ ることをた しかめるとともに,悪 性甲状腺腫発生 のモデルを提出 し,そ の機
序について も新 しい知見を示 し,発 ガンと栄養条件な ど栄養生理学の分野に貢献する ところが大 きFく,
著者 は農 学博士の学位を授与 され る充分 な資格があると判定 した。
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